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Ⅰ. 要約 
【背景】 
 子宮体癌においてはリンパ節転移の検出が正確な進行期の確定と適切な後治 
療の設定という診断的意義を持つ事は広く知られている。一方、リンパ節郭清 
に対する治療的意義に関しては議論があり、現状では系統的なリンパ節郭清を 
省略するための明確な条件設定は明らかにされていない。しかしながら、早期 
子宮体癌におけるリンパ節転移が 10－20%程度である事や合併症であるリンパ 
浮腫が QOLを著しく低下させる要因になり得るため、系統郭清を行う症例を個 
別化する検討が必要であるが、そのためには術中診断にてリンパ節転移をより 
効率的にかつ正確に診断する方法の開発が必要である。 
近年、センチネルリンパ節(Sentinel lymph node:SLN)生検と共に分子生物学的 
なリンパ節転移の診断法が検討されてきている。One-Step Nucleic acid  
Amplification(OSNA)法は乳癌にてリンパ節転移の迅速診断として既に臨床応 
用されている診断方法であり、他の癌腫でも検討されてきている。婦人科分野 
では子宮頸癌における有効性が最近報告されたが、子宮体癌においてはまだ報 
告がない。本研究では OSNA法を用いた子宮体癌リンパ節転移診断が導入可能か 
検討した。 
【目的】 
OSNA法を用いた子宮体癌リンパ節転移の検出に利用できる最適なmRNAマーカー 
の検討を選別し、その mRNAマーカーを用いた OSNA法による検出が実際の臨床 
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検体として得られる SLNの転移診断に応用可能か検討する事を目的とした。 
【方法】 
Gene Expression Omnibus database (GEO; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) 
のデータベースを用いて子宮体癌で高発現でありかつリンパ節で低発現である 
mRNAを抽出した。次いで、混合検体(転移陽性・陰性リンパ節各 4個)を用いた 
一次スクリーニングと転移陽性・陰性リンパ節各 8個を用いた二次スクリーニ 
ングをリアルタイム定量 RT-PCR法により行った。その後免疫染色法による 3次 
スクリーニングを行い最適 mRNAマーカーを決定した。選択された mRNAマーカ 
ーを用いて OSNA法の最適カットオフ値を設定した後、SLNの臨床検体を用いて 
通常の 2mm切片間隔の病理診断との比較を行い、OSNA法の性能評価を行った。 
【結果】 
データベースより 24個の候補 mRNAが抽出された。一次スクリーニングにて 7 
個の mRNA(CK19, EpCAM, CK7,MUC1, SCGB2A1, LCN2, FXYD3)が選択された。二次 
スクリーニングにて陽性リンパ節の最大 Ct(threshold cycle)値と陰性リンパ節 
の最少 Ct値を比較したところ、CK19が最も差が大きく(4.9)、次いで 
EpCAM(4.1),CK7(3.4)の順で発現差が認められた。この 3個の mRNAに対して免 
疫染色を用いた三次スクリーニングを行ったところ、CK19が最も発現が認めら 
れた。よって、CK19 mRNAが最も有効な可能性があるマーカーとして選択した。 
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CK19 mRNAを用いた OSNA法のカットオフ値としては 250copies/μLが最も有用 
と判断された。感度・特異度・陽性的中率はそれぞれ 93.3%、99.5%、93.3%であ 
った。最後に、2㎜間隔の病理診断を基準にした際の 250 copies/μLをカット 
オフ値と設定した OSNA法による性能評価を170個の SLNを用いて行った。結果、 
感度・特異度・陰性的中率はそれぞれ 82.4%, 99.2%, 93.3%,であり、一致率は 
97.1%(95%CI: 0.927－0.992)であり、OSNA法は 2㎜間隔の病理診断と同等の診 
断精度を持つと判断した。病理診断と OSNA法の診断不一致症例は 4個存在した。 
【結語】 
CK19 mRNAを用いた OSNA法による子宮体癌リンパ節転移検出法は 2mm間隔と 
同程度の診断精度を有する検査方法であり、将来的な迅速診断への応用が期待 
される。 
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Ⅱ．研究背景 
 
我が国において子宮体癌は近年増加しており、罹患率・死亡率共に上昇 
の傾向にある1)。子宮に限局し外科的に完全切除が可能であるⅠ-Ⅱ期の患者が 
約 70%を占める事や、組織学的には放射線療法の感受性が低いとされる腺癌が大 
部分である事から、治療方法としては手術が第一選択とされている。リンパ節 
転移の有無は子宮体癌における重要な予後因子であるため、標準治療としては 
子宮全摘及び両側付属器切除に加え、骨盤・傍大動脈のリンパ節郭清が含まれ 
ている。実際、我が国の治療ガイドラインにおいても子宮体癌術後の再発リス 
ク分類は低・中・高リスクと 3段階に分類されているが、リンパ節転移が存在 
すれば他の因子(筋層浸潤の程度や組織型など)に関わらず高リスクに分類され 
る2)。よってリンパ節転移を検出する事で適切な後治療を設定できるという診断 
的意義については明らかであるとされている。 
一方、リンパ節郭清に対する治療的意義に関しては議論があり3)-5)、現状では 
系統的な郭清を省略できるための明確な条件設定に関しては不明である。しか 
しながら、早期子宮体癌におけるリンパ節転移の確率は 10-20%程度とされてお 
り、大多数の症例に関しては系統的リンパ節郭清が不要である可能性がある。 
また、郭清に伴う合併症であるリンパ浮腫は原病が完治した後も、長期間に渡 
り患者の QOLを低下させる原因にもなり得る重大な合併症である。よって、 
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リンパ節郭清を行う症例をより個別化するための検討が必要である。 
 リンパ節転移を効率的に検出する方法としてセンチネルリンパ節(sentinel  
lymph node:SLN)の概念がある。SLNは腫瘍細胞がリンパ管を経由して最初に到 
達すると考えられているリンパ節とされ、最初に転移が成立するリンパ節と考 
えられている。逆に SLNに転移が存在しなければ理論上他のリンパ節には転移 
が存在しないという事になり SLNの転移の有無を検討する事で、系統的なリン 
パ節郭清が省略されうる可能性がある。SLN生検は乳癌や悪性黒色腫において有 
用性が証明されており、保険適応にもなっている。乳癌においては、臨床的腋 
窩リンパ節転移陰性乳癌において，SLN生検で転移陰性に対する腋窩リンパ節郭 
清の省略がガイドライン上で認められている6)。また、悪性黒色腫においては、 
SLN生検によって顕微鏡的なリンパ節転移が早期に発見され、そのリンパ節領域 
を郭清することにより予後が改善される可能性があるとされている7)。このよう 
に、SLN生検の臨床的意義として、転移陰性例に対するリンパ節郭清の省略とい 
う手術侵襲の軽減が計れる可能性がある。加えて、乳癌においては微小転移が 
予後に関係するという報告もされており8)、微小転移を検出する事で適切な後治 
療を受ける事が可能になり、結果的に予後が改善する可能性があるという治療 
的側面もあると考えられ、有用な検査方法と言える。子宮体癌においても Burke 
らの報告以降、多数の検証がなされ有効性が報告されている9)-16)。Nikuraらは 
通常のHematoxylin and eosin（H&E）染色にて転移陰性と診断された子宮体癌 
リンパ節 1422個(SLN：74個、non-SLN:1350個)に対して 0.2mm毎の連続切片と
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免疫染色法を用いてリンパ節転移の有無を再検討した報告としている。結果、 
Non-SLN群においては 1350個中わずか 4個(0.296%)のリンパ節にのみ追加転移 
を検出したのに対して、SLN群では 74個中 4個(5.41%)と有意に追加転移を 
検出する事を報告した17)。このように子宮体癌においてもSLNの理論は成立し 
ている。一方で、系統的なリンパ節郭清を省略する縮小手術への利用に関して 
は臨床試験も少なく未だにコンセンサスが得られていないのが実状である。 
最近の検討では、免疫染色や連続切片の追加によりリンパ節転移の検出率が 
向上する事が広く知られている。これらの手法を用いる事で、転移検出率が 
15-20%程度向上するという報告が多くされている18)-19)。その結果、従来の診断 
方法(最大一切片を用いた病理診断)では検出され得なかった追加転移の検出が 
可能になり、結果として適切な後治療を受ける事により予後の改善が図れる可 
能性があると期待されている。しかしながら、免疫染色や連続切片は煩雑で時 
間を要する手技であり、これらの技術を実際の臨床上、特に術中診断の方法と 
して利用するのは現実的な方法ではない。そのためより簡便でかつ正確な診断 
法の開発が必要とされている。 
近年、分子生物学的手法を用いたリンパ節転移の検出方法が数多く報告さ 
れている20)-22)。特にOne-Step Nucleic acid Amplification (OSNA)法は様々な 
癌種での有用性が報告されている23)-29)診断方法である。OSNA法はreverse  
transcription loop-mediated isothermal amplification (RT-LAMP)法という 
Notomiらにより報告された30)方法を原理として用いたmRNAのコピー数を測定す 
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る方法を用いた診断方法である。OSNA法の利点としては、RNAの抽出・精製が 
不要であり、従来の定量 RT-PCR法などの分子生物学的診断法と比較して診断に 
要する時間が短い(30－40分程度)事が特徴である。また、従来の定量 RT-PCR法 
ではしばしばゲノム DNA内の偽遺伝子の検出が結果に影響を与える問題がある。 
その点 OSNA法で採用している RT-LAMP法は、使用する可溶化試薬が pH3.5 であ 
るため遠心により沈殿しゲノム DNAがほとんど測定サンプルに含まれなくなる 
事、仮にゲノム DNA が測定サンプルに残存しても、65℃の一定温度で反応が進 
む事によりゲノム DNA が変性するため増幅される可能性が非常に低い事より、 
ゲノムDNA内の偽遺伝子の影響を受けず特異度が高いとされている23)。 
Tsujimotoらが、乳癌のリンパ節転移の検出に CK19の mRNAを用いた 
OSNA法の有用性を最初に報告した23)後、乳癌では多施設共同試験や術中迅速 
診断としての検討も実施され24)-25)、現在では臨床上で診断に利用されている。 
また、大腸癌や胃癌においても同様に有用性を証明する報告が複数存在する 
26)-28)。最近では当科における研究で子宮頸癌においても有効性の報告がなされ 
た29)。一方、子宮体癌においてはOSNA法を用いた検討は報告されておらず、分 
子生物学的手法を用いた診断方法としては RT-PCR法を用いた報告が数例存在す 
るのみである31)32)。 
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Ⅲ．研究目的 
OSNA法を用いた子宮体癌リンパ節転移の検出に利用できる最適なmRNAマーカー 
を選別し、その mRNAマーカーを用いた OSNA法による検出が実際の臨床検体と 
して得られる SLNの転移診断に応用可能か検討する事を目的とした。 
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Ⅳ．研究方法 
1)候補 mRNAマーカーの抽出 
最初に候補となりうる mRNAを選定した。NCBI (National Center for  
Biotechnology Information )が管理する遺伝子発現データベース Gene  
Expression Omnibus database (GEO; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)の 
データベースを利用した。条件として子宮体癌組織(GSE36389、N=20)で発現が 
高く、かつ正常のリンパ節(GSE2665、N=10)で発現が低い mRNAを選択した。抽 
出したデータはβ-アクチンを用いたノーマライゼーションを行った。今回候補 
マーカーとして抽出する条件として、子宮体癌組織と正常リンパ節との Fold  
Change (FC)が 30以上の mRNAを候補マーカーとした。 
 
2)リアルタイム定量 RT-PCRを用いた mRNAの発現比較  
(一次、二次スクリーニング) 
先の検討で選択した mRNAに対して臨床検体を利用しリンパ節での発現を比較 
検討した。臨床検体は東北大学病院とがん研究所有明病院にて手術時に採取し
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た検体を用いた。この研究は両方の施設の倫理委員会の承認(東北大学： 
No2008-399、がん研究所有明病院：No.2009-1039)を得たのち、全ての対象患者 
に文書及び口頭での同意を得て行った。 
 
a ) 一次スクリーニング 
一次スクリーニングでは混合検体(転移陽性、陰性リンパ節各 4個づつ)を用い 
た。検体として用いたリンパ節の処理方法を図 1に示す。最初にリンパ節を半 
割したのち、一方をさらに 3分割した。うち 2切片(a-1,3)をリアルタイム定量 
RT-PCRによる測定に、残る 1切片(a-2)を通常の H&E染色を用いた病理診断に用 
いた。最初に半割したもう一方の切片(b)は各施設での通常の病理診断に利用し 
た。一次スクリーニングにおいて、転移陽性と陰性リンパ節におけ Ct(threshold  
cycle)値が 10倍以上の mRNAを有効なマーカーとして選択した。 
b) 二次スクリーニング 
二次スクリーニングにおいて、転移陽性、陰性各 8個づつの臨床検体を用いて 
測定を行った(図 2)。リンパ節の検体の処理方法及びリアルタイム定量 RT-PCR 
の方法については一次スクリーニングと同様であるが、二次スクリーニングで 
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は各々のリンパ節に対して測定を行い、候補 mRNAマーカーにおける転移陽性・ 
陰性リンパ節の Ct値を測定した。 
c) リアルタイム定量 RT-PCR 
過去に当科で行った子宮頸癌での検討と同様の設定で行った29)。詳細を以下に 
示す。リンパ節の調整は氷上で可溶化試薬（Lynorhag; Sysmex, Kobe, Japan） 
4ml が入ったチューブにリンパ節を入れ、NS-7 シャフトを用いたヒスコトロン 
ホモジナイザー（MicroTec Nichion, Tokyo, Japan）により 25,000rpm で 90 秒 
ホモジナイズした。リンパ節のホモジネートを室温で 10,000×G、60 秒間遠心 
した後、その上清からリンパ節可溶化液を得た。RNA は RNeasy Mini Kit（Qiagen,  
Hamburg, Germany）を使用してリンパ節可溶化液から精製し、その後取扱説明 
書に従って QuantiTect SYBR GreenRT-PCR kit（Qiagen）を用いて定量 RT-PCR を 
行った。プライマーは Primer ExpressVersion 2.0 ソフトウエア（Applied  
Biosystems, Foster City, CA）でデザインし、リアルタイム定量 RT-PCR 法は 
7500 Real-Time PCR System（Applied Biosystems）を用いて施行した。各 mRNA  
の発現レベルは Ct 値により評価した。 
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3)免疫染色を用いた発現比較 (三次スクリーニング) 
三次スクリーニングとして子宮体癌の原発巣(癌組織)に対して免疫染色を行 
い、二次スクリーニングに選択された mRNAマーカーに対するそれぞれの発現を 
比較検討した。対象は 2000年から 2008年の期間において東北大学病院にて手 
術を行った 200症例の臨床検体を用いた。手術検体の利用については全ての症 
例において術前に口頭及び文章にて同意を取得した。症例の内訳を表(1)に示す。 
免疫染色の方法は ABC(avidin–biotin complexes)法を用いた。用いた抗体は以 
下の通りである(anti-cytokeratin (CK)19 (RCK108, DAKO, Japan; 1:25);  
anti-epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) (N1554, DAKO, Japan;  
pre-diluted); and anti-CK7 (N1626, DAKO, Japan; pre-diluted).)。CK19,CK7 
については腫瘍の細胞質において、EpCAMについては腫瘍の細胞膜及び細胞質に 
染色される割合において 10％以上の発現を認めた場合、陽性と判定した。 
 
4) OSNA法を用いた測定 
一次～三次スクリーニングにて決定された mRNAマーカーを用いて OSNA法 
によるリンパ節の測定を行った。最初に転移の判定基準となる適切なカット 
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オフ値の設定を行う。東北大学病院における倫理委員会の承認(2001-099)を得 
た後、2009年から 2012年の期間において東北大学病院にて手術を行った子宮体 
癌 70症例 215リンパ節(転移陽性 15個、陰性 200個)を用いた(表 2)。ROC曲線 
を用いて測定した複数のカットオフ値から感度、特異度を測定し転移の判定基 
準となる適切なカットオフ値を設定した。 
次いで、OSNA法を用いたセンチネルリンパ節（SLN）測定における性能評価を 
行った。2010年から 2012年の期間において東北大学病院にて手術を行った 35 
症例 137SLNリンパ節を用いた(表 3)。SLNの検出方法は Radio Isotope (RI) 法 
(フチン酸)と色素法(パテントブルー)を併用した。RIを手術前日に子宮頸部に 
投与し、色素を術中に子宮体部に投与した。リンパ節の処理方法につき図（3） 
に示す。摘出した SLNを長軸に対し垂直に 2mm間隔で切片を作成する。奇数番 
号の検体を通常の病理診断として、偶数番号の検体を OSNA法としてそれぞれ測 
定した。病理診断を基準として、OSNA法の診断精度が 2mm間隔の病理診断と同 
等であるかを検討した。また、OSNA法と病理診断法の不一致症例については 
連続切片や免疫染色の作成や病理学的特徴を検索する事により、不一致の原因 
検索を行う事とした。 
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OSNA法の測定方法も過去に当科で施行した子宮頸癌での検討と同様である29)。 
以下に詳細を記載する。氷上で可溶化試薬（Lynorhag; Sysmex, Kobe,Japan） 
4ml が入ったチューブにリンパ節を入れ、60 秒ホモジナイズ（Sysmex 製シャ 
フト）し、リンパ節可溶化液を室温で 10,000×G、60 秒遠心して中間層を測定 
サンプルとした。OSNA 法の測定は、6 種のプライマーを含む遺伝子増幅試薬（ 
Lynoamp BC;Sysmex, Kobe, Japan）を用いて遺伝子増幅検出装置（RD-100i;  
Sysmex, Kobe, Japan）により行った。標的 mRNA は副産物であるピロリン酸 
マグネシウムの析出による吸光度を 465nm で測定した。試料中の標的 mRNA濃度 
は検出時間と試料中の標的 mRNA量との間に相関関係があるため、既知濃度 
の 3 点キャリブレーターより作成した検量線から算出した。 
 
5) 統計処理方法 
免疫染色における発現率の比較にはカイ２乗検定を用い、Ｐ値が 0.05未満の 
場合に有意と診断した。性能評価においては、OSNA法と 2㎜間隔の病理診断の 
一致率を 95%と推定し、95%信頼区間の下限が 90%を下回らなければ２つの検査 
が同等であると判断した。 
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Ⅴ.研究結果 
1) 候補マーカーの抽出 
GEOのデータベースを検討した結果、FCが 30以上を示した mRNAは CK19, CK7,  
EpCAM, mucin 1 cell surface-associated (MUC1), lipocalin-2 (LCN2),  
secretoglobin family 2A member 1 (SCGB2A1), claudin 3 (CLDN3), anterior  
gradient protein 2 homolog (AGR2), sodium channel, non-voltage-gated 1  
alpha subunit (SCNN1A), fibroblast growth factor receptor 2 (FGFR2), plexin  
B1 (PLXNB1), FXYD domain containing ion transport regulator 3 (FXYD3),  
solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter) member 8 (SLC6A8),  
paired box 8(PAX8), mucin 16 (MUC16), olfactomedin4 (OLFM4), G  
protein-coupled receptor, family C group 5 member a (GPRC5A), WAP  
four-disulfide core domain 2 (WFDC2), empty spiracles homeobox 2(EMX2),  
Golgi membrane protein 1 (GOLM1), gamma-aminobutyric acid A receptor pi  
(GABRP), myosin VI (MYO6), homeobox B6 (HOXB6), and tetraspanin 1 (TSPAN1)  
の合計 24個が抽出された。それぞれの FC値については表(4)に示す。この抽出 
された 24個の mRNAをリアルタイム定量 RT-PCRを用いた検討に利用した。 
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2) リアルタイム定量 RT-PCRを用いた mRNAの発現比較 
a ) 一次スクリーニング 
次に一次スクリーニングの結果を図(4)に示す。縦軸は陽性、陰性リンパ節の 
Ct値の比としてΔCt 値が、横軸は陽性リンパ節の Ct値を示している。ここで 
の検討では、ΔCt値が 10以上の mRNAマーカーを有効とした。その結果、CK7,  
CK19, EpCAM, MUC1, SCGB2A1, LCN2, FXYD3の７つの mRNAマーカーが候補とし 
て選択された。 
b ) 二次スクリーニング 
次に二次スクリーニングの結果を図(5)に示す。ここでの検討では、陽性リン 
パ節での最大 Ct値と陰性リンパ節での最少 Ct値の差が大きい mRNAを有効なマ 
ーカーと判断した。その結果、CK19が最も差が大きい mRNA マーカーであった。 
次いで EpCAM,CK7が差が大きい結果であった(表 5)ため、この 3種類のマーカー 
を候補として選択した。 
3) 免疫染色を用いた発現比較 (三次スクリーニング) 
最後に免疫染色を用いた三次スクリーニングの結果を示す。200症例の子宮体 
癌組織における検討において、CK19,EpCAM.CK7の発現はそれぞれ 98.0％、94.5％、
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89.5％であった。CK19は CK7と比較して有意(P<0.01)に高頻度で発現が認めら 
れた。CK19と EpCAMとの比較においては、有意差は認めなかった(P=0.065 )も 
のの、CK19の発現が高頻度である傾向があった。以上の結果より、子宮体癌に 
おけるリンパ節転移の検出において、CK19 mRNAが最も有効な可能性のあるマー 
カーとして選択した。 
 
4.OSNA法を用いた測定 
適切なカットオフ値を設定するために、215個のリンパ節を対象に CK19 mRNA 
を用いて OSNA法による測定を行った。ROC(Reveiver Operating Characteristic) 
曲線を作成したところ 250copies/μL と 125copies/μL が有用であると判断し 
た(図 6)。病理組織診断を基準とし、両者のカットオフ値をもとに測定・診断し 
た。結果を表(6)に示す。両者共に感度・特異度共に良好であったが、陽性的中 
率に関しては 250cpies/μL の方が良好であった。この結果より、CK19 mRNAを 
用いた OSNA法の最適カットオフ値を 250copies/μL に設定した。 
最後に設定したカットオフ値を利用し SLN検体の測定における OSNA法の性能 
評価を行った。結果を表(7)に示す。137個のリンパ節のうち、133個において 
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両者の診断が一致していた。不一致症例のうち 3個が OSNA法陰性/病理診断陽 
性であり、残る 1個が OSNA法陽性/病理診断陰性であった。詳細を表(8)に示す。 
感度、特異度、陽性的中率、陰性的中率はそれぞれ 82.4％、99.2％、93.3％、 
97.5％であった。一致率に関しては 97.1%(95%CI: 0.927－0.992)であった。 
この結果より、CK19 mRNAを用いた OSNA法は 2mm間隔の病理診断法と比較して 
同等の診断精度を持つと判断した。  
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Ⅵ．考察 
本研究は子宮体癌における OSNA法による SLNの転移診断に有効な mRNA 
マーカーを明らかにし、迅速診断に応用可能である事を示した初めての報告で 
ある。今回の検討において、我々は CK19がリンパ節転移診断に最も有用な mRNA 
マーカーと判断した。乳がんでの報告がなされて以降23)、他の癌種においても、 
CK19mRNAは OSNA法のおける有効な mRNAマーカーと報告されている。 Yaguchi 
らは胃癌において CEAと CK19を、また山本らは大腸癌において CEA,CK20,CK19 
をそれぞれ候補マーカーとして検討したが、いずれも CK19が最も有効な mRNA 
マーカ―と結論づけられている27)28)。また、Okamotoらは婦人科悪性腫瘍におけ 
る OSNA法の最初の報告として子宮頸癌における有効性を検討している。子宮頸 
癌においても CK19と annexin A8(ANXA8) が有効な候補マーカーとして検討され 
ているが、やはり CK19を用いた測定結果が良好な成績であったと報告している 
29)。このように、CK19mRNAは上皮性腫瘍におけるリンパ節転移診断に幅広く使 
用できる有効なマーカーである可能性がある。 
子宮体癌における CK19の発現の検討としては、Stewartらが正常子宮内膜や 
type1と呼ばれるlow gradeの類内膜腺癌に安定して発現している事を既に報告
20 
 
 
 
している33)。本検討では、200 症例中 98％に該当する 196例において癌組織中 
の CK19の発現を確認した。加えて、type2の組織型に関しても type1と同様に 
安定して発現していた(98.2％ vs 97.2%)。子宮体癌組織と転移リンパ節におけ 
る発現及び蛋白と mRNAの発現が全く同じであるとは言えないものの、CK19が子 
宮体癌組織で高発現であると考えられ、安定して使用できるマーカーである可 
能性が考えられる。 
分子生物学的手法を用いた子宮体癌のリンパ節転移検出に関しては RT-PCRを 
用いた少数の報告があるのみである。Fishmanらは CK20がリンパ節転移のバイ 
オマーカーとなり得る可能性について言及している31)。しかしながら、彼らの 
報告は全部で 20個と少数のリンパ節での検討にすぎず、また特異度も 66.7％と 
不十分であると考える。また、Xin-Qiangらは CK19を利用した RT-PCRによる診 
断の報告を行っているが32)、偽遺伝子の検出が完全には解決できておらず、ま 
た診断までの時間も 3時間以内とされており迅速診断として利用するのには時 
間がかかりすぎると思われる。その点において、OSNA法は RT-LAMP法の特性に 
より偽遺伝子の検出の可能性が低いと考えられる23)事、1回の診断に要する時間 
が 30－40分程度である事から、より診断精度が高く迅速な診断方法であるとい
21 
 
 
 
える。 
OSNA法と病理組織診における診断精度の比較において、常に問題になるのは 
標本の切り出しの際に発生する転移巣の分布の不一致(allocation bias)の問題 
である。腫瘍の分布はリンパ節内で常に均一であるとは限らず、標本を分割し 
て診断する以上は必ずこの問題は生じる可能性があるとされている。 
本研究において病理組織診断と OSNA法の診断不一致例が 4個のリンパ節で認め 
られた(表 8)。No.1は OSNA法陽性/病理組織診陰性であった。病理組織診断は 
類内膜腺癌 Grade1であり、OSNA法にて測定されたコピー数は 620copies/μL で 
あった。我々は病理診断に用いた検体に対し、連続切片と免疫染色(AE1/AE3)を 
用いて微小転移の有無を検討したが、転移は追加検出されなかった。Tsujimoto 
らは腫瘍径が 2mm以上の転移リンパ節(macrometastasis)と 2mm未満の転移リン 
パ節(micrometastasis)のカットオフ値を 5000copies/μLと定義している23)。 
また Yaguchiらは OSNA法のコピー数と腫瘍径に正の相関関係があると報告して 
いる27)。子宮体癌においては転移径とコピー数の相関に関してはまだ証明され 
ていないが、乳癌や胃癌における検討から本症例における 620copies/μLとい 
うコピー数は、OSNA法で測定した側の腫瘍径が小さい可能性が推測された。 
22 
 
 
 
よって、本症例における診断の不一致は allocation biasの可能性が示唆され 
た。一方、OSNA陰性/病理組織診陽性のリンパ節は 3個認めた。うち、NO.2 3 
は同一の症例におけるリンパ節であり、病理組織診断が類内膜腺癌 Grade1、測 
定された転移リンパ節の腫瘍径はいずれも 0.1mmであった。本症例においても 
allocation biasの可能性が示唆されるが、一方で 250copies/μL というカット 
オフ値による測定では、いわゆる孤立性腫瘍細胞(Isolated tumor cells;ITCs) 
の測定は困難である可能性も考えられた。No 4の症例は類内膜腺癌 Grade2で測 
定された転移リンパ節の腫瘍径は 10mmといわゆる ITCsではなかった。本症例 
はやや特殊な病理学的形態を持っていた。すなわち、転移巣が形態学的に腺管 
構造を欠く異型細胞の集塊が観察されており、免疫染色の結果神経内分泌系腫 
瘍の特徴を示していた(AE1/AE3(−), CAM5.2(−), ChromograninA(+),  
synaptophysin(+))。この結果より再度原発巣の体癌組織に対して免疫染色を追 
加したが、同様の所見は認められなかった。他の癌種においても神経内分泌系 
腫瘍はCK19が低発現であるという報告はあるが23）、神経内分泌腫瘍のような特 
殊型に関しては偽陰性と判定される可能性があると考えられた。また、本検討 
の三次スクリーニングにおいても 200個の原発巣のうち 4個の症例において 
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CK19の発現を認めない症例が存在しており、これらの症例においては CK19mRNA 
をマーカーとして利用している OSNA法では偽陰性を生じる原因になる可能性は 
否定できない。他の癌腫における CK19低発現症例に関する検討としては、術前 
の生検標本にて発現を確認しておく事が望ましいという意見がある一方34)、原 
発巣の中で部分的にCK19陽性になっている症例が一定頻度で存在する事35)や、 
蛋白発現が低い症例でも RNAが検出される症例が存在し、CK19蛋白の発現と RNA 
の発現は必ずしも相関しない事から術前の発現確認は不要であるという意見も 
存在36)し、まだ共通の見解は得られていない。子宮体癌においてCK19低発現腫 
瘍がどの程度存在するのか、またどの程度 OSNA法の結果に影響するのかに関し 
ては、前述した神経内分泌系腫瘍などの特殊例を含め、今後の検討課題と言え 
る。その一方で、CK19蛋白と mRNAの発現の相関関係についても今後検討が必要 
である可能性がある。 
子宮体癌における SLNを用いた縮小手術の導入にむけての課題は、SLNの検出 
方法の確立と、診断精度・速度の問題が挙げられる。我が国における治療ガイ 
ドラインにおいては、子宮体癌における SLN生検を利用した術中迅速診断の結 
果を用いたリンパ節郭清省略は現時点では推奨されていない2)。理由として 
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トレーサーの投与部位の問題と摘出リンパ節の評価方法が挙げられている。 
子宮体癌のトレーサー投与部位として子宮体部と頸部が挙げられる10)が、前者 
は腫瘍周囲に投与するという事で生理的である一方、手技が煩雑であり検出率 
も低いという欠点がある11)-14)。一方、頸部投与は簡便で骨盤内の検出率が高い 
が、傍大動脈節の検出率が低く同部位への単独転移の見逃しが懸念されている 
15)16)。しかしながら、傍大動脈リンパ節の単独転移は 1-2%と低率とされている 
37)事に加え、骨盤内SLNを詳細に検討する事により傍大動脈節への単独転移はさ 
らに低値になる可能性がある事が報告されている38)。また、海外で行われた初 
の多施設前方視的研究において頸部投与の有効性が示されており39)、さらに最 
新のNCCNガイドラインにおいても頸部投与の有効性が初めて記載される40)など、 
体癌において頸部投与による SLNの同定、生検による転移診断が標準的な手技 
となる可能性があると言える。よって、術中迅速診断方法の確立と診断精度の 
向上が次に解決すべき課題であると考える。 
今後、SLNの手技が確立されると、比例して提出される迅速診断のリンパ節数 
自体が増加するのに加え、診断精度を考慮すると従来の一切片では不十分であ 
る事から複数の切片による診断が求められるようになる事が予想される。結果 
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的に診断に要する労力、マンパワーの増大が懸念される。また、先述した多施 
設前方視的研究においても、術中迅速診断における診断精度は 56%と低値であり、 
微小転移の検出が課題になっている39)41)。 
OSNA法において測定に用いられる機器である RD-100systemは 1回の測定で 
4個のリンパ節を同時に測定する事が可能であるが、過去の検討において 1回の 
手術時に平均で検出されるSLNの数は 3.1個であった事から11)、一度の測定で 
全ての SLNを測定できる可能性が高い。また、大腸癌や胃癌における検討では、 
OSNA法と 2mm間隔の病理診断の同等性が報告されている34)42)が、本検討でも同 
様に CK19 mRNAを用いた OSNA法は 2mm間隔の病理診断と同程度の精度を有して 
いる事が示されており、診断精度という点においても十分に臨床応用可能と考 
えらえた。 
乳癌においては TNM分類にて 0.2㎜未満のリンパ節転移を pN0(i+)、分子生物学 
検査（RT－PCR）陽性のリンパ節をpN0(mol+)と表記するとされ43)、それらの臨 
床的意義についても検討されてきている44)45)。今回の検討でOSNA陽性かつ病理 
陰性であった不一致症例に関しては、術後補助治療を行わずに現在まで無再発 
生存を保っているが、子宮体癌においては ITCｓや分子生物学検査陽性のリンパ 
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節の臨床的意義は不明である。OSNA法を用いた SLNの詳細な検索を行った上で 
長期予後を観察する事により、ITCsや OSNA陽性の予後因子としての意義も明ら 
かになる可能性があると推測される。 
一方、本研究における SLNの性能評価における感度(82.4％)は十分な値とは 
言えず、今後さらなる症例の蓄積は必要である。また、本検討では実際に術中 
迅速診断としての検討は行っていないため、迅速診断として利用できるかどう 
かについても検証は必要であるが、簡便でかつ画一的な診断方法である本検査 
法は、施設間格差が生じる可能性が低く、病理医が少ない医療施設でも実施可 
能な検査方法と考えられ、多施設共同研究による追加検証が望まれる。 
Ⅶ．結論 
CK19 mRNAを用いた OSNA法による子宮体癌リンパ節転移検出法は 2mm間隔病理 
診断と同程度の診断精度を有する検査方法であり、将来的な迅速診断への応用 
が期待される。 
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Ⅸ．付図説明 
図 1) 一次スクリーニングにおけるリンパ節の処理方法 
最初にリンパ節を 2 分割した。次いでブロック a をさらに 3 分割し、うちブロック a-1,a-3 
をリアルタイム定量 RT-PCR 法に使用し、ブロック a-2 を転移の有無判定目的の病理診断と 
して利用した。ブロック b は各施設における通常の病理診断用の検体として使用した。 
転移陽性、陰性リンパ節を各々4 個づつ混合検体として処理し測定を行った。 
 
図 2)二次スクリーニングにおけるリンパ節の処理方法 
一次スクリーニングと同様にリンパ節の分割を行った。転移陽性、陰性リンパ節を各々8 個 
づつ別個に測定した。 
 
図 3)SLN を用いた性能評価におけるリンパ節の処理方法 
摘出した SLN を長軸に対し垂直に 2mm 間隔で切片を作成し、奇数番号の検体を通常の病理 
診断として、偶数番号の検体を OSNA 法としてそれぞれ測定した。 
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図 4) 一次スクリーニングの結果 
横軸が陽性リンパ節における Ct 値を。縦軸がΔCt 値(陽性リンパ節と陰性リンパ節の発現量 
の比)を示す。ΔCt 値が 10 以上を候補 mRNA マーカーの条件としたところ、CK7, CK19, 
EpCAM, MUC1, SCGB2A1, LCN2, FXYD3 の 7 つマーカーが選択された。 
 
図 5)2 次スクリーニングの結果 
○が転移陽性リンパ節の Ct 値、▲が転移陰性リンパ節の Ct 値である。 
転移陽性リンパ節の最大 Ct 値(○の下端値)と、転移陰性リンパ節の最少 Ct 値 
(▲の上端値)の差が大きい mRNA マーカーが有効な候補マーカーとして判断した。 
 
図 6) ROC 曲線を用いたカットオフ値の設定 
125、250copies/μL が感度、特異度共に優れていた。 
 
 
図 1) 一次スクリーニングにおけるリンパ節の処理方法 
 
 
図 2) 二次スクリーニングにおけるリンパ節の処理方法 
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表 1) 三次スクリーニング(免疫染色)に用いた標本の病理組織型別分類 
 
type 1 tumors                               (N = 166) 
類内膜腺癌 Grade 1 and 2               164  
粘液性腺癌                                 1 
混合癌 1)                                             1 
Type 2 tumors                                     (N = 34) 
類内膜腺癌 Grade 3                           15  
漿液性腺癌                                          15 
明細胞腺癌                                          2  
混合癌 2)                                             2                              
合計                                                200 
1) 類内膜腺癌 Grade1＋粘液性腺癌 
2) 漿液性腺癌＋類内膜腺癌 
 
 
表 2) カットオフ値の設定に用いた検体の病理組織学型別分類 
 
類内膜腺癌  Grade1        35 
       Grade2        16 
       Grade3         9 
明細胞腺癌                          2 
漿液性腺癌                           2 
混合癌                                3 
腺扁平上皮癌                          1 
癌肉腫                                2 
合計                                 70 
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表 3) 性能評価に用いた検体の病理組織型別分類 
 
類内膜腺癌         Grade1  19 
              Grade2     8 
                            Grade3     3  
明細胞腺癌               1 
漿液性腺癌               2 
腺扁平上皮癌              1 
癌肉腫                 1 
合計                  35 
 
 
 
表 4) データベースより抽出した候補 mRNA と FC 値 
 
mRNA       FC        mRNA         FC 
SCGB2A1   1317.82       PAX8         41.46 
CK19         343.85       MUC16        39.55 
CLDN3       235.19       OLFM4        36.33 
MUC1        202.27             GPRC5A       35.94 
EpCAM       99.11              WFDC2        34.82 
AGR2         94.10              EMX2         33.03 
SCNN1A      88.57              LCN2         32.15 
FGFR2       67.10              GOLM1        31.55 
PLXNB1      48.68             GABRP         31.20 
CK7          44.42              MYO6         30.67 
FXYD3       43.83              HOXB6        30.22 
SLC6A8       42.74             TSPAN1       30.12 
 
FC:Fold change 
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表 5) 2nd selectionにおける各mRNAのCt値 
 
                CK19           EPCAM            CK7 
              (+)     (-)        (+)     (-)         (+)    (-)  
Ct 値 
最大値       26.8    33.1      23.9   32.0        26.4   33.8       
最小値       19.3    31.7      15.0   28.0        16.7   29.8       
ΔCt 値       4.9              4.1                3.4 
        
 
              LCN2             MUC1           SCGB2A1           FXYD3 
            (+)    (-)         (+)    (-)           (+)     (-)          (+)     (-)  
Ct 値 
最大値     27.2  34.7       27.0    32.4        35.5   40.0        38.2    33.7 
Min        17.3  30.5        17.9   30.0        17.4   36.9         18.6    31.9 
ΔCt 値        3.3                 3.0                1.4                -6.3 
 
 (+) 転移陽性リンパ節     (-) 転移陰性リンパ節 
ΔCt 値= 転移陰性リンパ節の最小 Ct 値―転移陽性リンパ節の最大 Ct 値- 
 
表 6) OSNA 法を用いた候補カットオフ値の比較 
 
リンパ節               病理組織学検査 
  N = 215   Cutoff 125 copies/μL         Cutoff250copies/μL 
          陽性         陰性         陽性       陰性 
OSNA 法 
  陽性            14  4         14         1 
  陰性             1        196              1       199 
 
感度                   93.3%                   93.3% 
特異度                98.0%            99.5% 
陽性的中率         77.8%            93.3% 
陰性的中率      99.5%            99.5% 
一致率          97.7%                   99.1% 
 
表 7) SLN を用いた性能評価 
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SLN                       病理組織学検査 
   N=137                  陽性        陰性 
OSNA 法 
 陽性                 14           1                         
 陰性                 3           119 
 
感度: 82.4%    
特異度: 99.2%;  
陽性的中率: 93.3% 
陰性的中率:97.5％ 
一致率:97.1% 
 
表 8) 病理組織診/OSNA 法の診断不一致症例 
 
No   病理/OSNA    組織型     コピー数    転移径      
 1     (-) / (+)      EM G1         620        N/E        
 2     (+) / (-)      EM G1         N/D       0.1mm    
 3     (+) / (-)      EM G1         N/D       0.1mm         
 4     (+) / (-)      EM G2         N/D       10mm     
 
 (+) 陽性 (-) 陰性   N/D: not detected  N/E: not evaluated 
EM: Endometrioid adenocarcinoma(類内膜腺癌) 
 
 
